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@ Monoklonale Antikorper gegen Melanom 

@ Die Erfindung batrifft am Verfahren zur Herstellung von 
humanen. gagen Melanom gerichteten Antikdrpem. vmin 
man ohna vorhariga Immuniaierung B-Lymphozyten aus 
ainar ga&unden Person isol'rert die isoliertan B-Lymphozylen 
innmortalisiart, Antikorper aus den immortalisierten B-Lymp- 
hozyten durch invnunhjstochemiache Anatyte auf Bindung 
gegan prinnares Melanom odar/und Malanom-Metastasen 
untersucht. die po«Hiv reagiarenden B-Lymphorytan-Ktone 
auswahlt. kultiviart und daraus monoktonala Antikdrper 
gawinnt Weitarhin warden die durch das erfindungagamaQe 
Verfahren hergastallten Antikorper baanspnicht 
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Beschreibimg 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung von humanen Antikdrpem, die gegen 
Mebuiom gerichtet sind. die durch das erfindungsgem&Be Verfahren erhaltenen Antlkdrper sowie deren Ver- 
5 wendiuig. 

Melanom, etn Tumor der Haut. ist ein fiufierst aggressiver Tumor. Insbesondere metastasiereode Melanome 
sind mit konventionetten Methoden kaum mehr erfolgreich zu behandetn. Es ist daher ein groOes BedQrfnis, neue 
Therapeutika zu findeadie ftr eine Behandiung von Melanomen geeignet sind. 
Dippold et aL (ProcNatUcadScl USA 77 (1980), 61 14 - 61 18) berichtelen uber die Herstelhing von murinen 

to monoklonalen Antikdrpem gegen Melanom. Einer der dort offenbarten Antikdrper ist gegen das Gangliosid 
GD3 gerichtet. In J.IBk)L Chem. 262 (1987X 6802 - 6807 sind ebenfalls murine monoklonale Antikfirper gegen 
^4elanom beschrieben. Diese binden gleichermaBen an GM3 und GM2, aber nicht an GD3. 

1982 benchteten irie et aL (ProcNatLAcadSd. USA 79. 5666 -5670) uber die Herstellung humaner monoklo- 
naler AntikOrper, die mit Melanom reagieren. Die dort offenbarten monoklonalen AntikOrper reagieren mit den 

15 Gangiiosiden GM2 bzw. GDZ In ProoNatLAcadSd. USA 84 (1987X 2416-2420 sind ebenfalls humane mono- 
klonale AntikOrper gegen Melanom beschrieben. Diese binden stark an GD3 und GD2 bzw. GM3 und GDla. In 
Cancer lUesearcb 49 (1989), 191-196 sind ebenfalls humane monoklonale AntikOrper gegen Melanom bescfarie- 
bea Diese binden stark an GM3 und GDla bzw. GD3 und GD2. Die zur Herstelltmg dieser monoktonalen 
AntikOrper verwendeten Lymphozyten stammen von Melanom-Patieniot 

20 Diese in der Uteratur beschrtebenen monokk>nalen AntikOrper wurden entweder von ^9elanom'Padenten 
mit Oder ohne Immunisiening oder durch und nacfa Imraunisierung von Labortieren erhalten» Derartige Ver- 
suchsansatze zur Gewinnung von auch in vivo gegen Melanom wirksamen Antikorpern weisen jedoch groOe 
Nachteile auf. Murine monoklonale AntikOrper haben den Nachteil, daO sie voih humanen Inununsystem als 
Fremdproteine erkannt werden und daher AntikOrper gegen diese in-emdproteine gebildet werden. Dies bedeu- 

25 tet, daB solche monoklonalen AntikOrper sehneQer eliminiert werden und damit in ihrer Wirksamkeit einge- 
sduilnkt sind. Aber auch bei Antikdrpem, die aus THimor-Patienten gewonnen wurden, bestehen gro&e ZweifeJ 
an threr Wirksamkeit da gerade bei Tumor- Patienten die Punktk>nsflhigkeit des Immunsystems nicht gegeben 
ist Oberdies erkennen die AntikOrper des Standes der Technik bei weitem nicht alle primftren MeJanome und 
aud) nur einen geringen Antetl von Melanom-Metastasea 

30 Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher. AntikOrper gegen Melanom bereitzustellen. bei denen die 
Nachteile des Standes der Technik mindestens teilweise beseitigt sind 

Die errmdungsgem&Be Aufgabe wird gelOst durch Bereitstellung eines AntikOrpers gegen Melanom, der 
dadurch gekennzeichnet ist. daB er an die Ganglioside GM3 und GD3 bindet im wesentlichen aber nicht an die 
Gangliodde GM1.GM2. GDla, GDlb und GD2 bindet, wobei die Bindung des AntikOrpers an die Ganglioside 

35 durch Immunfarbung nach dOnnschichtchromatographischer Auftrennung der Ganglioside bestimmt wurde. 

Die erfindungsgemaBen AntikOrper^ bei denen es sich vorzugsweise um humane AntikOrper handelt, sind 
erhaltiich durch ein Verfahrep, wobei man ohne vorherige Immunisierung B-Lymphozyten aus einer gesunden 
Person isoliei-t. die isolierten B-Lymphozyien immortalisiert, AntikOrper aus den immortalisierten B-Lymphozy- 
ten durch immunhistochemische Analyse auf Bindung gegen prim&res Melanom oder/und Melanom-Metastasen 

40 untersucht, die positiv-reagierenden Klone auswflhh, kultiviert und daraus monoklonale AntikOrper gewinnt 

Die Gewinnung von gegen Melanom gerichteten AntikOrpcm aus gesunden Personen, die nicht an Melanom 
erkrankt sind, ist vOIlig uberraschend. Vorzugsweise wahll man als Donor fflr die B-Lymphozyten eine gesimde 
Melanom-Risikoperson aus. Unter eine Melanom-lRisikoperson ist z. Bw ein Mensch mit ein em Sonnenbrandrisi- 
ko zu verstehen, d. h. ein hellhaariger oder helMutiger Mensch, gegebenenfalls mit Sommersprossen»der zuvor 

45 (besonders bevorzugt (iber einen l^ngeren Zeitraum hinweg) einer intensiven UV-B^strahlung ausgesetzt war. 
Die Eignung des erfmdungsgemaBen Verfahrens zur Gewinnung von humanen, gegen Melanom gerichteten und 
audi wirksamen AntikOrpem IflQt sich mOglicherweise darauf zuriickfohren, daB anscheinend in jeder Person 
standig ZeUen entarten, wodurch MelanomzeOen entstehen, die aber vom kOipereigenen Inununsystem erfolg- 
reich bekampft werden kOnnen. 

so Der erste Schritt des erfindungsgem&Ben Verfahrens ist die Gewinnung von B-Lymphozyten aus dem Blut 
einer gesunden Person. Eine '^gesunde Person'* im Sinne der vorliegenden Erfmdung ist als Mensch definiert, der 
keine Symptome eines Melanoms zeigt Dies kann nach an sich bekannten Metboden erfolgen. AnsdiKeOend 
erfolgt die Immortalisierung der Lympho^ea DafOr stehen verschiedene Methoden zur Verfugung. Die 
B-Lymphpzyten kOnnen mit Myelomzellen humaner oder muriner Herkunft nach der Methode von KOhler und 

55 Milstem fusbniert werdea Zur PUnon kOnnen aber auch Heteromyelome verwendet werden. Ebenso ist es 
mOglich, die B-Lymphozyten miuels Epstein-Barr-Virus zu transforroierea Wdterhin kann das in der DE-A 
32 45 665 oder das in der EP-A 02 56 512 beschriebene Verfahren verwendet werdea Dabei wird mit subzelluli* 
ren Vesikehu die eine transformierende DNA enthalten. fuskiniert 
Von den immortalisierten B-Lymphozyten werden diejenlgen ausgewdhlt, die AntikOrper mit der gewOnsch> 

60 ten Reaktivitat gegen Melanom produzierea Die Selektion der B-Lymphozyten auf Sekretion von AntikOrpern, 
die gegen Mdanom gerichtet und auch gegen Metastasen wirksam siml, erfolgt erflndungsgem^ durch immun- 
histodiemische Analyse auf Bindung gegen Melanono-Gewebeschnitte, wobei man primares Melanom oder/und 
Melanom-Metastasen verwenden kann. Vorzugsweise wird die immunhistochemische Analyse der AntikOrper 
durch Bindung an Melanom in Gewebeschnitten mittds eines ELISA-Tests in Anlehnung an die Methode von 

«5 Nielsen et aL (Hybridoma 6 (1987), 103-1(^) untersuchL Auf diese Weise positiv ennitteke B-Lymphozyten 
werden ausgewfthlt, nach Obfichen Verfahren gezuchtet und daraus nach dem Fachmann bekannten Methoden 
monoklonale AntikOrper gewonnen. 
Durch das erfindungsgemaBe Verfahren ist es mOglich, AntikOrper gegen Melanom zu erhalten, die auch eine 
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sehr hohe Reaktivitftt gegen Melanom-Metastasen besitzea Somit beinhaltet die vorliegende Erfindung audi 
humane Antilcdiper gegen Mdanoiadie in Gewebeschnitten auch an mindestens 70% der Melanom-Metasta- 
sen binden. 

Ein erfindungssem&Ber AntikOiper iat dadurch gekennzetchnet, daB er an die Ganglioside GM3 und G03 
bindet. im wesentlichen aber nicht an die Ganglioside GM 1, GMZ» GDI a, GDI b und GD2 bindet Dies bedeutet, s 
daO (tie erfindungsgemflBen Antikdrper an die Ganglioside GMU GM2, GDla, GDlb und GD2 nAt einer 
Affinitlt von hddistens etwa 5% bezOgiich der AffimtAt fOr das Gangliosid GM3 oder das Gangliosid GD3 
iHoden. Die Bestinunung der Bindefahigkeit der erfindungsgemfiBen AntikOrper an die Ganglioside erfoigt 
duTch Immunffirbung nach dflnnschichtchromatographischer Auftrennung der Ganglioside. Durch dieses Ver» 
fahren ist es auf zuveriassige Weise mOglich zu entscheiden, ob ein spezifisches Gangliosid an einen AntikOrper to 
bindet oder nicht Weniger bevorzugt ist die Beatimmung der Affinitit eines AntikOrpers nach der Methode des 
ELISA-Tests. Bei dieser Methode kdnnen unspezifische Bindungen nicht ausgesdilossen wenien, so daB die 
Mogiichkeit von falsch-positiven Ergebnissen besteht Diese falsch-positiven Ergebnisse warden sich in einer 
geringen Bindungsaffinit&t an Ganglioside &uBem, bei denen nach dem anderen oben beschriebenen Verfahren 
keine Bindung festzustellen ist is 

Betspiele fQr AntikOrper, die mit Hilfe des erfindungsgem&Ben Verfahrens gewonnen werden kdnnen. sind die 
monoklonalen Antikdrper "17'' und AH18« sekretiert von den HybridomzelUinien ECV^CC 900 90 703 und 
ECACC 9 00 ^ 701 . Diese AntikOrper sind von der IClasse l^U. 

Oberraschendemelse wurde auch festgestellt, daB erfmdungsgemlLBe AntikOrper nicht nur an Melanom. 
sondem auch an andere Tumorgewebe. insbesondere Lungen- und Brustkarzinomgewebe binden konnen. Ein 20 
Beispiel hierffir ist der erfmdungsgemflBe AntikOrper 7**. 

Weiterhin beinhaltet die vorliegende Erfindung Derivate von erfindungsgemSBen AntikOrpem, di^ deren 
Bindungsspezifitflt besitzen, jedoch Modifikationen in dem nicht fOr die Antigenbindung wesentlichen Bereich 
aufweisen. Diese AnttkOrperderivate kOnnen etwa aus den erfindungsgem&Ben AntikOrpem durch Austausch 
emer oder mehrerer konstanter Dom&nen oder/und VerknQpfung mit einem anderen Molekfll erhalten werden. 
So kann z. E ein Austausch von konstanten Domftnen lOr einen Isotype-Switch durchgef Qhrt werden, wo z. B. 
ein AntikOrper der Klasse IgM in einen AntikOrper der KJasse IgG unter Beibehaltung seiner Antigen-Spezirit&t 
QberfOhrt werden kann. Dieser Isoiype-Switch kann durch zellblologische oder molekularbiologisdie Methoden 
erfolgen, die dem Fachmann bekannt sind (z. B. Rothman P. et aL, MoLCelLBioL 10 (1990). 1672 - 1 679)i 

Der monoktonale AntikOrper gemftB vorliegender Erfindung kann jedoch auch mit einem anderen MoIekQL 30 
insbesondere einem Marker oder dnem Toxin verknCpft werden, wodurch seine diagnostische oder therapeuti- 
scfae Verwendbarkeit verftndert wirdl Geeignete Verfahren zur VerknQpfung von Markem (z. B. Enzymen wie 
Peroxidase) oder Toxinen (z. B. Ridn, Choleratoxin) mit dem AntikOrper bzw. die radioaktive Markierung sind 
dem Fachnumn bekannt 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfmdung ist die Verwendung eines erfindungsgem&Ben AntikOr* ^ 
pers zur Diagnose oder Therapie von Melanont insbesondere zur passiven und aktiven Immunisierung von 
Melanompatienten. Vorzugsweise verwendet man dabei den von der Zellinie ECACC 9 CO 90 703 sekretierten 
AntikOrper "17" oder/und den von der Zellinie ECACC 9 00 SO 701 sekretierten AntikOrper AH 1 8. 

Da die nach dem erfindungsgem&Ben Verfahren erhaltenen monoklonalen AntikOrper an lebende Melanom- 
zelten und andere Tumorzelkn binden« kOnnen sie auch zur Bekfimpfung dieser ZeDen im Organismus eingesetzt 40 
werden. Somit beinhaltet die vorliegende Erfmdung auch ein Arzneimittel, das aus einem oder mehreren 
erfindungsgemfiBen AntikOrpem, gegebenenfalis zusammen mit ubiichen pharmazeutischen Trager-, Hilfs-. 
Foil- und Zusatzstoffen besteht Die Verabreichung eines eHindungsgem&Ben Arzneimittels ist sowohl zur 
Vorbeugung als auch nach einer K^etastasierung eines Tumors, insbesondere eines Melanoms mOglich. Eine zur 
passiven Immunisierung geeignete Dosis der erfindungsgem&Ben AntikOrper Uegt im Bereicb von 1 bis 200 mg; 43 
wobei diese Dosis gegebenenfalis wiederholt zu verabreichen ist Die monoklonalen AntikOrper konnen lokal in 
das Melanom, wie von Irie und Morton (Proc.NatLAcad.ScL USA 83 (1986), 8694 -8698) beschrieben, verab- 
reicht werden. Nach Metastasienmg des Melanoms ist jedoch eine, dem Fachmann gelHufige systemische 
Verabreichung bevorzugt Die erfuidungsgem&Ben AntikOrper werden vorzugsweise alteine therapeulisch eht- 
gesetzt, kOnnen jedoch auch als Konjugate mit Toxinen, Therapeutika und ahnlichem verwendet werdea so 

Da die nach dem erfindungsgemllBen Verfahren gewonnenen AntikOrper mit Meianomen und Melanom-Me- 
tastasen bindeflhig sind, eignen sie sich auch hervorragend zum qualitativen oder quantitativen Nachweis von 
Melanom- und anderen Tumorzellen im Gewebe. Der Nachweis erfolgt dabei in an sich bekannter Weise durch 
ein immunobgisches Bestimmungsverfahren. Verfahren dieser Art sind dem Fachmann geldufig und brauchen 
daher hier nk*ht mehr erifiutert zu werdea Der erfmdungsgemEB gewonnene AntikOrper kann dabei als unmar- ss 
kierter, markierter oder/und immobilisierter Rezeptor eingesetzt werden. 

Die dinxh den monoklonalen Antik^taper definierten Antigene bzw. Epitope kOnnen ebenfalls durch immuno- 
logische Bestimmungsverfahren m KOrpernOssigkeiten nachgewiesen werdea Die erfmdungsgemaBen mono- 
klonalen AntikOrper kOnnen dabei als markierter oder/und immobilisierter Rezeptor eingesetzt werden. FQr die 
Durchfahrung des Bestimmungsverfahrens sind viele Varianten bekannt, die alle geeignet sind. So kOnnen zwei eo 
Oder drei oder auch mehr Rezeptoren verwendet werden und die Inkubation mit den einzeben Rezeptoren kann 
in verschiedener Reiheiifolge in homogener oder heterogener Phase erfolgen. Ausgewertet wird jeweils eine 
durch Bindung von mindestens zwei Rezeptoren mit der in der Probeldsung nachzuweisenden Substanz erfol- 
gende Signal&nderung. Bevorzugt erfolgt die erfindungsgemdBe Bestimmung entweder in homogener Phase, 
z. B. nach dem Prinzip des Agglutinationstests, wobei als Rezeptoren beschichtete Partiket wie z. B. Latex -Parti- 65 
kel Oder Erythrozyten verwendet werdea die durch Bindung mit spezifisch bindef&higen Rezeptoren und der 
nachzuweisenden Zelle vemetzen und dadurch agglutinieren, oder in heterogener Phase, bevorzugt als Sand- 
wich-Immunoassay. In jedem Falle werden mindestens zwei Rezeptoren Ri und R3 eingesetzt, von denen einer 
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einen erfindun^gemSifien monoklonalen AntikArper(z. B. "17*) oder dnen in aquivalenter Weise bindefflhigen 
Antikdrper oder ein Derivat davon enthilt, wflhrend der andere Rezeptor einen anderen erfindungsgemaBen 
Antik^rper (z. B. AH IS) oder einen in aquivaienier Weise bindefihigen AhtikOrper oder ein Derivat davon 
enthait Untcr dem Begriff in SU^uivatenter Weise bindef&higer Aniikdrper werden Antik6rper verstanden, bei 
denen eine Epitoptiberlappung mit dem in Betracht kommenden Antilc6rper nachweisbar ist Diese EpitopOber- 
lappung Icann mit Hilfe eines kompetitiven Testsystems nachgewiesen werdea Dazu wird z, B. mil HillFe eines 
Enzym4mmunoassays (iberprflft, inwieweit ein Antik^rper mit dem bekannten AntikOrper um die Bindung an 
ein defmierter Substrat bzw. ein spezieDes Epitop kookurrierL Dazu inkubiert man eine. das entsprechende 
Substrat enthaltende L&sung mit dem erfindungsgemaBen Antik6rper in markierter Form und einem OberschuB 
des in Betracht gezogenen Antikdrpers. Durch Immobilisierung der gebildeten Komplene. Trennung der festen 
von der fiflssigen Phase und Nachweis der ^ebundenen Mariderung in einer der beiden Phasen, keinn dann leicht 
festgestellt werden, inwieweit der in Betradit gezogene Antikdrper den deftnierten Antikdrper aus der Bindung 
verdrftngen kana Ist eine Verdrangung von mindesteos 50% bei lO'-fachem OberschuB gegeben, so iiegt eine 
Epifcopflberlappung vor und der entsprediende Antikdrper ist zum Einsatz fOr das erfindungsgem&Be Verf ahren 
geeignet 

Bei Inkubation der tCdrperflOssigkeit mit den beiden Rezeptoren bilden sich nun Komplexe aus Ri. Gangliosid 
und Ra. Die Rezeptoren werden so ausgesucht, daB nur Komplexe, in denen sowohl R| als auch R2 mit dem 
C^gliosid verbunden snd. eine Signal&ndening ergeben, so daB auf diese Weise nur solche Oanglioside erfaBt 
werden, die mit den beiden spezifischen AntikOrpem bindeffthig sind. 

Bevorzugt erfolgt die erTuidungsgemaBe Bestimmung ate Sandwich-Immunoassay. Dazu vrird Rezeptor Ri 
immobilisiert oder immobiiisierbar gemacht und mit der Probeldsung umgesetzt AnschlieBend wird Rezeptor 
R2 zugegeben. Es bilden s^ Komplexe aus dem immobi!i»erten Rezeptor Ri, dem nachzuweisenden Ga^igHosid 
und Rezeptor R2. 

Die erfindungsgemafien Antikdrper kdnnen audi zur Bestimmung eines prognostischen Index eingesetzt 
werdea Dabei wird nach eiiier Behandlung ernes Melanom-Patienten festgestellt, ob die durch die monoklona-. 
len Antikdrper erkannten Antigene in den KdrperflQssigkeiten, insbesondere im Serum des Patienten nach einer 

gewissen Zeit auftaucben oder verschwindea 

SchlieBlich beinhaltet die vorliegende Erfindung audi ein Verfahren zur Diagnose oder Therapie von Tumo- 
ren» insbesondere von Melanomen, wobei man einen oder ein Gemisch von mehreren erfindungsgem&Ben 
Antikorpem, gegebenenfalls zusammen mit flblichen pharmazeugischen Tr&ger% Hilfs-, FQII- und Zusatzstoffen, 
vorzugsweise In einer Dosis von 1 bis 200 mg verabreidit 

Die in der Erfindung genannten Zellinien ECACX 9 00 90 703 und ECACC 9 CO 90 701 , welchc die Antikdrper 
"17° und AH18 sekretieren* wurden am 07. September 1990 bei European Collection of Animal Cell Cultures, 
Porton Down (OB) hinterlegt 

Die Erfindung wird durch die folgenden Figuren und Beispiele erlautert £s zeigen: 

Fig. 1 Reaktivit&t des monoklonalen Antikdrpers ''17" mit Melanom» 

Fig. 2 keine Reaktivitllt des monoklonalen Antikdrpers "t 7" mit normaler Haut 

Beispiel 1 

Sdektion auf Antikdrper gegen Melanom 

Einer gesunden Person werden 20 bis 200 ml Blut abgenommen und daraus die mononuklearen ZeDen isoliert 
AnschlieBend werden diese ZeUen nach herkdmmlichen Methoden hnmortalisiert (Kdhler/Milstein bzw. EBV- 
Transformation bzw. DNA-Transfektion^ Nach 2 bis 4 Wochen werden die KulturObersOnde der immortalisier- 
ten Zellen getestet Dazu wird ein ELISA-Test an humanen Gewebeschnitten von Melanom durchgefuhrt Dies 
gesdiieht in Anlehnung an die Methode von Nielsen et aL (Hybridoma 6 (1987), 103-109). 

Es wenlen tiefgefrorene Tumorgewebe in 3 bis 5 ^m didie Scheiben geschnitten und auf mit Silan vorbehan- 
delten Deckgl^sdien aufgebrachL Die Gewebeschnhte fcdnnen bd -80'*C gelagert oder auch gleicb verwendet 
werdea Dazu werden sie nach Bedarf fBr 10 Minuten bei -20*C in Aceton flxiert AnschlieBend IftBt man 
gegebenenfalb das Aceton abdampfen und taucht danadi die Schnitte fOr ca. 3 Minuten in PBS (phosphatgepuf- 
ferte Salzldsung). Nadi Abtropfen der PBS werden 20 bis 30 ^ eines Dk)ckierung8antik6rpers (EConzentration 
40 (ig/ml) aufgebracht Dieser Blockierungsantikdrper bt das Fab-Fragment eines polyklonalen Schaf-Serums 
Oder eines murinen monoklonalen Antikdrpers gegen humanen Fqt bzw. Fey. Der Blo^erungsanttkdrper wird 
ftir 1 bis 2 Stunden oder Ober Nach bei Raumtemperatur bzw. bei 4*^0 auf den Schnttten inkubiert 

AnschlieBend wird der Schni tt 3x ca. 4 Minuten lang in PBS bei 4** C gewaschen. Dann wird die zu untersuchen- 
de Antikdrperhaltige Ldsung (d. h. die tCulturflberstflnde der immortalisierteo Zdlen) aufpipettiert. Nach mehr- 
stOndtger (ablicherweise 2-stOndiger) inkubation bei 4''C wird die Antikdrper- haltige Ldsung durch dreimahges 
ca. 4 ^^muten dauemdes Waschen in PBS weggespQlt AnschlieBend wird der Schnitt mit dem gleichen Antikdr- 
per wie bei der Qbckiening inkubiert, nur daB diesroal der verwendete monoklonale bzw. polyklonale Antikdr- 
per an Peroxidase gekoppelt ist (z. B. 2 U/ml). Es wird 1 Stunde bei ^'^C inkubiert und anschlieBend, wie oben 
beschrieben, gewaschea Dann werden die Objekttrager in Substratldsung (z. B. Aminoethylcarbozol in DMSO/ 
Tris HCl 50 mmol/l pH 7^) in Gegenwart von H2O2 eingetaucht und ca. 4 bis 5 Minuten inkubiert AnschlieBend 
werden die Objekttriger ca. 5 Minuten lang in PBS gewaschen. 

Wenn gewQnscht kdnnen die Zellkeme in den Gewebeschnitten mit Hamalaun (Merck) 1 : 3 verdUnnt in H2O 
gegengefSrbt werden. Dazu werden die ObjekttrSger fflr ca. 20 Sekunden in die H^malaun-Ldsung eingetaucht 
und anschlieBend in zwei PBS^Bfldern (je ca. 5 Min.) "geblaut**. 

AbschlieBend werden die Schnitte mit wOBrigem Einbetimittel (z. E Glycerin-Gelatin, Fa. Merck oder {Crystal 
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Mount, Fa. Biomeda Corp^ Foster City. CA) zur Ugerung flberschtchtet. 

ZeUinien, welche die gewUnschten AntikOrper produzieren. werden expaiutiert. gesichert und kloniert Die 
erhahenen Klone werden ebenfalls, wie oben beschrieben, analysierL Die Klone, weldse die gewQnschten 
AntikCrper produzieren, werden weitergezOchtet und/oder zur Sidierheit weggefroren und in fKtosigem Stick- 

sioff gclagerL 5 
Dun:h dieses Verfahren konntendie erflndungsgemflBen AntikOrper "17" und AH18 erhalten werdea 

Beispiel2 

Antikdrper-Spezifitjitstest 10 

Urn die Spezif it&t der gem&S Beispiei 1 aus den immortalisierten Zellinien gewonnenen humanen monoklona* 
len AntikOrpem zu ermitteln. wurde ein Test zur Bindung an primares MelanoRi und an Melanom-Metastasen 
durchgeftlha Die DurchfOhrung des Tests erfolgte wie in Beispiei 1 beschrieben. Dabei wurden mil den 
erfindungsgem&Ben Antikdrpern "17" und AH18 die folgenden Ergebnisse erhalten. is 

TabeUe 1 



humaner Reaktivitlt mit 

monoklonaler Nftvi Prim&res Melanom Metastasc 

AniikOrper (Zahl positiv/ZahJ gctestet) 

'*ir 28/29 48/52(90%) 54/54(100%) 

AH18 23/26 48/54(90%) 43/51(80%) 25 

Beispiei 3 

3.1 Bindef flbigkeit des AntlkOrpers an normates Gewebe 

30 

Der gem&B Beispiei 1 gewonnene monoklonale Antik6rper "17" wurde auf seine Bindeffthigkeit mit normalien 
Geweben getestet Die TestdurchfOhrung war wie in Beispiei 1 . 

Der Antikdrper wurde auf Reaktivitftt gegen Gewebe aus Gehirn (Cortex, Pons, Thalamus, Corpus amygda- 
loideum). Retina, Haut (Keratinozyten, Melanozyten, Langerhans-Zellen, Endothelial-Zellen, glatte MuskuUttur. 
SchweiQdrGsen, Nervenfasem), Muskel, Brust, Uterus, Hambiase, Gallenblase, Milz, Niere, Nebenniere, Lunge, 35 
Parotis, Darm, Erythrocyten (4 konunerzielle Testproben und 300 Blut-Donoren) und NebenschikidrOse gete- 
stet Es wurde keine Reaktion des erHndungsgemADen Antik6rpers mit den obigen Gewebearten gefunden. 

Die Hg. 1 und 2 zeigen die Reaktion des humanen monoklonalen Antikdrpers 1 7 mit einem Gefrierschnitt von 
primgrem Mdanom (Fig. 1) bzw. mit normaler Haut (Bg. 2). Ein Vergleich der beiden Figuren zeigt da6 eine 
Bindung (gekennzeichnet durch Braun- bzw. DunkelfSUrbung) des AntikOrpers an den Gewebeschnttt nur in 40 
Fig. 1 zu beobachten ist 

32 BindefWgkeit der AntikOrper an andere Tumore 

Urn die weitere Spezifitat der gemaB Beispiei 1 aus den iromortaJisierten Zellinien gewonnenen humanen 45 
monoktonalen Antikdrpern zu bestimmen, wurden weitere Tests an Tumorgeweben durchgefOhrt Die Durch- 
fOhrung des Tests erfolgte wie im Beispiei 1 beschriebea Dabei wurden mit den erfmdungsgem&den Antikdr- 
pern die folgenden Ergebnisse erhalten: 

N 

Tabelle 2 so 

Tumor ReaktivitMtmit*irbzw.AH18 

Zahl positive/Zahl getestete 

Lungenkarzinom 10/19 5* 
Brustkaizinom 4/9 

Beispiei 4 

Die Rcakiivitat der monoklonalen AntikOrper gegen gereinigte Ganglioside wurde weiterhin in einem Im- so 
munobtot nach DQnnschichtchromatographie der Ganglioside untersucht. 

Daf Or wurden die Ganglioside GM3. GM2 und GDI a von Boehringer Mannheim GD2 und GD3 von Biocarb, 
Schwedn. GM1 von Fidia. Italien und GDI b von Pallmann, MOnchen verwandL Die DUnnschichtplatten HFTLC 
Alu Kieselgel 60 F254 wurden von Merck bezogen. Das Laufmittd fflr die Ganglioside bestand aus Chloroform: 
Methanol:H20 (0*02% CaQa • 2 H2O) 60 : 40 : 9. Als Fixiermittel fOr die DOnnschichtplatten wurde Polyisobutyl- as 
acrylat (high molecular weight)i Aldrich Chemicals, als 0.1 %-L5sung in Hexan eingesetzt 
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DurchfQhrung 

Die Prozedur und Modifikationen davon sind dem Pachmann gel&ufig und werden hier nur beispielhaft 
wiedergegeb^n. 

Probenauftrag 

Es werden 5 (il einer 1 mg/ml Ldsung der Ganglloside aufgetragen. AU L6$ung$inittel wurde da$ oben 
genannte Laufmittel verwendet Die Proben wurden z. R. mit einer Hamilton-Sphtze auf einem ca. 5 mm breiten 
Streifen auf der DQnnschichtplatte sukzessive aufgetragen; man l&Bt dazwischen immer wieder gut antrocknen, 
damit der Strich mdglidist dunn bleibt Zum SchluB wird die DOnnschiditpUttc nochmals gut mil einem F6hn 
getrockoet Die Platte wird in eine mit Laufmittel gesfitdgte Kammer gegeben und man inkub)ei% bis das 
Laufmittel etwa gO% der Platte angefeuchtet hat AnsdilieBend wird die Platte entnommen und man Iftfit sie 
trocknen. 

Dann wird die Platte in 0.1 %iger PolyisobutylacTylat-LOsung fOr etwa 1 Min geschwehkt 
Man l&Bt die Platte wtederum trocknen. 

Zwecks Blockierung wird die Platte mittels einer Pipette mit einer 1% RSA/PfiS (Kinder Serumalbumin, 
Boehringer Mannheim) LAsung bedeckt (keine Luftblasen lassen) und ca. 30 Min bei Raumtemperatur steben 
gelassen. Danach wird die Blockierungsldsung abgegossen. 

AnschlieOend wird 2x mit PBS gewaschen. Dazu wird die Platte m einer SduUe mit PBS untergetaudit und ca. 
je 2 Min stehen gelaasen. PBS wurde dazwischen abgesaugt (PBS nie direkt auf die Platte geben; nicht schaitein; 
}^tte nicht austrocknen lassen). 

Danach wird die Platte mit MAIC-haltiger LOsung (z. a 1 - 10 |iig/ml MAK) Qberschicfatet und far t Stunde bd 
Raumtemperatur stehen gelassen. 

AnscfalieBend wird 5x mit PBS gewaschen (wie oben beschrieben). Dann wird die Platte mit Konjugat 
(polyklonaks, Peroxkiase-markiertes Schaf-Fab*Fragment gegeo humanes Fqi, Konzentration wie beim Gewe* 
betest fieispiel 1) Oberschiehtet und fiir z. E I Stunde bei Raumtemperatur inkubiert AnschlieBend wird 6x mit 
PBS (wie oben beschrieben) gewaschen. Dann wird Substrat zugegeben und die Platte wlttu-end der Entwuklung 
Icichi geschwenkL 

Als Substrat kommt z. B. in Frage TMB/DONS (Tetramethylbenzidin (TMB) 12 mg + Dioctylnatriumsulfo- 
succinat (DONS) 40 mg in 1 0 ml Methanol (bei 37** C) Idsen und mit 10 ml Zitronensaure/Phosphat-Puffer pH 5.0 
(25 ml ai M Zitronens^ure, Merck, +28 ml 0.2 M Na2HP04-2 H20, Merck, auf 100 ml) und mit 10 (il H2O2 
(30%) mischen). Es wird solange entwickelt, wie die NegativkontroUe nicht gefdrbt wird; dann wird mehrmals 
mit H2O dest gewaschen. Die Platte wird lichtgeschQut getrocknet (falls Entwicklung mit TMB/DONS stattfm* 
det, sofort photographieren. da die F&rbung ausbleicht). 

Fuhrt man rait MAK 17 bzw« mit MAK AH 18 die oben beschriebene Prozedur durch» so erhiUt man die in 
Tabelie 4 gezeigten Ergebnisse. Die MAK^ 17 und AH 18 reagieren mit GM 3 und GD 3» nicht aber mit GM 1, 
G M 2, G D 1 a. GD 1 b und GD Z 

Zur Kontrolle wurden die Ganglioside in einem Parallelversuch durch Anf^bung mit Resorcin sichtbar 
gemacht Dazu wird die Platte mit Resorcin-LOsung (Resorcin von Mcrck» 400 ml + 100 ml H2O 4-5 ml H2SO4) 
eingesprOht und fOr etwa 10 Min im Trockenschrank bei 1 10°C entwickelt 

Diese Kontrolle zeigt, daB von alien Gangliosiden gleiche Mengen auf die DQnnschicht-Platte aufgetragen 
wurden. 

Tabelie 3 

Nachweis der Ganglioside nach DQnnschichtchromatographie 



ResoTon MAK'^l 7' bzw. MAK AH18 



' GMl 
GM2 
GM3 
GDla 
GDlb 
GD2 
GD3 

Nachweis der G anglioside nach DQnnschichtchromatographie 

Aus Tabelie 3 ist ersichtlich, daB die erfindungsgemdBen Antikdrper nur mit bestimmten Gangliosiden 
reagieren. Von den getesteten Gangliosiden zeigen GM3 und GD3 positive Signale. Es wird keine nennenswerte 
ReaktiviUt ( S 5%) mi t den Gangliosiden G M 1 , GM2. GDI a, G D2 und GD 1 b gef unden. 

Beispiel 5 

Reaktivitdt der Antik5rper mh Zellinien Zellen der zu untersuchenden Zellinien werden Ober Nadit in 
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Terasaki-Platten (erhalten von Fa. Greiner) qezttchtet Der ICulturtiberstand wird von den adharenten Zellen 
entfemt und durch die zu untersudiende Antikdrperidsung ersetzt Nach einer 1- bis 2stttndigen Inkubation wird 
die Antik5rper"Ld5img entfeint. der ZeHrasen mehrmals gewaschen und der an die Zellen gebundene monoklo- 
naJe Antikfirper nachgewiesen. Dazu wurden nach dem Waschen mit PBS 100 ^1 Peroxklase-markierter Schaf- 
And-Human-Leidite-ICetie-Antik6rper zugegeben und wiederum ffir 1 bis 2 Stunden bei Raumtemperatur 5 
inkubiert Nach erneutem Waschen wurde die Enzyxnreaktion mit Peroxidasesubstrat (ABTS^) gestart^L Nach 
10 bis 60 Minuten bei Raumtemperatur wurde die Extlnktion bei 406 nm in einem Photometer bestimmt 
Attemativ dazu kann auch on Peroxidasesubstrat wie Aminoethylcarbazol zugegeben werden und nach Beendi- 
gung der Reaktion der brfiunliche Niederschlag an bzw. auf den Zellen mittels eines Mikroskops ausgewertet 
werden. 10 

Aus dem in Tabelle 3 dargestellten Ergebnis geht hervor, daB der Antikdrper 17 mit Melanom SK-MEL 28 
Zellen (ATCC HTB 72) reagierca wflhrend keine Reaktion mit humanen Vorhautfibroblasten gefunden wird 
(die nach bekannten Verfahren selbst isoliert wurden). Der AntikArper 17 zeigt weiterhin Reaktion mit Insuli- 
nom-Zelien RIN (erhahen von Dn Eisenbart. JossUn Diabetes Center^ Boston, Mass. 02 215) und der Neurobla- 
stom-Zdlen IMR 32 (ATCC CCL 127). is 

Tabelle 4 



AntikCrper Antikorpcr- Reaktivitit gegen verschiedene Zellinien 

SKMEL28 RIN IMR 32 humane Vorhiut- 

(Mdanotn) (InsuKnom) (Neuroblaitom) ribroblasien 



*17* ++ + + - 

2$ 

PatentansprQche 

1. Antik6rper gegen MeUmom, dadurch gekeimzeidmet, daB er an die Ganglioslde GM3 und GD3 bindet, 

im wesentlkhen aber nidit an die Ganglioside GM1, GM2> GDla. GDlb und GD2 bindet, wobei die 30 
Bindung des Antikdrpers an die Ganglioside durch Immun!M>ung nach dOnnschkht-chromatographlscher 
Auftrennung der Ganglioside bestimmt wurde. 

2. Antikdrper nach Anspruch 1, dadurch gekennzeidmet, daB er ein humaner Antikorper isL 

3. Antikdrper nach Anspruch 2, dadurch gekennzek^net, daB er ein Antikdrper der Klasse IgM ist 

4. Antikdrper nach einem der Ansprflche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB er auch an mindestens 70% 35 
der Melanom-Metastasen bindet 

5. Antikdrper nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennze'ichnet, dafi er zus&tzlich an Lungenkarzi- 
nome oder/und Brustkarzinome binden kann. 

6< Antikdrper ''ir.sekretiert von der Hybridomzellinie ECACC 9 00 90 703. 

7. Antikdrper AHtS, sekretiert von der Hybridomzellinie ECACC 9 00 90 70K 40 
^ Verfahren zur Herstellung von gegen Melanom gerichteten Antikdrpern nach einem der AnsprQche 1 bis 
7, dadurch gekennzeichnet. daB man ohne vorherige Immunisierung B-Lymphozyten aus einer gesunden 
Person isoliert, die isoHerten B-Lymphozyten immortalisiert, Antikdrper aus den immortalisierten B-Lymp- 
hozyten durch immunhiatochemische Analyse auf Bindung gegen prim&res Melanom oder/und Melanom- 
Metastasen untersucht, die posidv reagierenden B-Lymphozyten-Klone auswAhlt. kultiviert und daraus 4$ 
monoklonale Antikdrper gewinnt 

9. Verfahren nach Anspruch B, dadurch gekennzeichnet, daB man als B-Lymphozyten-Donor eine gesunde 
Melanom-Risikoperson auswfihlt 

I a Verfahren nach Ansprudi 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, daB man die Immortalisierung der B- Lymp- 
faozyten durch Fusion mit Myelom-Zellen humaner oder muriner Herkunft oder mit Heteromyetomen so 

' durchfnhrt 

1 1. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet daB man ctie Immortalisierung der B-Lymp- 
hozyten durch Transformation mit £pstein-Barr<Vinis durchfQhrt 

12. V^ahren nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, daB man die Immortalisierung der B-Lymp- 
hozyten durdi Fu8k>nierung mit subzellulflren Vesikeln» die eine transformierende DNA entiialtea durch- ss 
fOhrt 

II Verfahren nach einem der AnsprOche S bis 12, dadurdi gekennzeichnet, daB man die immunhistochemi- 
sche Analyse der AndkOrper durch Bindung an Melanom in Gewebeschnitten mittels eines EUSA-Tests 
durchfohn 

14. Derivat eines Antikdrpers nach einem der Ansprflche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet daB es dieselbe eo 
Bindungsspeztfitftt wie ein Antikdrper nach einem der AnsprOche 1 bis 7 besitzt und sich von dem Antikdr- 
per 

1) durch Austausch von nicht fflr die Bindungsspezifitftt des Antikdrpers verantwortlichen Domftnen 
unterscheidet oder/und 

2) mit einem anderen MolekQ) vcrknQpft ist 6S 

15. Verwendung eines Antikdrpers oder Antikdrperderivats nach einem der AnsprQche 1 bis 7 oder 14 zur 
Diagnose oder Therapic von Tumorcn, insbesondere Melanomen. 

16. Verwendung nach Anspruch 15, worin man den von der Zellinie ECACC 9 00 90 703 sekretierten 
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AntikArper"t7"oder/unddenvon der Zellirue ECACC 9 00 90 701 sekretierten AntikdrperAHlSeinsetzt 
17. Arzneimittel, dadurch gekennzeichnet, daQ es aus einem oder mehreren Antikdrpem oder Antikdrper- 
derivatcn nach einem der AnsprOche 1 bis 7 oder 14» gegebenenfalls zusammen mit Qblichefi phaimazeuti- 
schen Trftger-. Hilfs-« FQII- und Zusatzstoff en besteht 

Ig. Verfahren zur Diagnose oder Theraple von Tttmoren, insbesondere Melanomen, dadurch gekennzeich- 
net, da6 man einen oder mehrere AntikOrper oder Antikdrperderivate nach einem der AnsprOche 1 bb 7 
oder 14, gegebenenfalls zusammen mit ObUchen pharmazeutischen Tr&ger>, Hilh-, PQU- und ZusatzstofTen 
verabreicht 



Hierzu 1 Sehe(n)Zeichnungen 
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Fig. 1: Der h MAX 17 reagieirt stark xnit einem prim^en 
Helanom ( Ge frier schnitt } ; Srkl&rung 8. Beispiele 1 bis 3. 




Fig. 2s Xeine Keaktion des h MIOCs 17 mit nortnaler Haut 
( Gefrier schnitt ) ; Erkl^rung siehe Beispiele 1 bis 3 
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